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(57) Abstract 

The invention relates to the cloning and sequencing of nucleic acid coding for human ACE as weU as to the determination 
of the peptidic chain corresponding to ACE and active peptidic fragments derived therefrom. The invention also relates to the uti- 
lization of the above-mentioned polypeptides for implementing methods for in vitro diagnosis of high blood pressure, for the con- 
ceptual study of new inhibitors of ACE. The invention also relates to the use of nucleotidic probes of the mvention for the m vitro 
detection of polymorphisms of the gene coding for ACE. 

(57)Abrege 

L'invention conceme le clonage et le sequen^age de I'acide nucleique codant pour I'ECA humaine ainsi que le determina- 
tion de la chaine peptidique correspondant a I'ECA et de fragments peptidiques actifs qui en decoulent L'mvenuon a e^alement 
pour objet I'utilisation des polypeptides sus-mentionnes pour la mise en oeuvre de methodes de diagnostic in vitro de I hyperten- 
sion, pour I'etude conceptuelle de nouveaux inhibiteurs de I'ECA. L'invention conceme egalement I'utilisation des sondes nucleo- 
tidiques de l'invention pour le depistage in vitro des polymorphismes du gene codant pour I'ECA. 
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ACIDE NUCLEIQUE CODANT POUR L» ENZYME DE CONVERSIOH 
DE L" ANGIOTENSINS (BCA) HDMAINE, ET SES 
5 APPLICATIONS, NOTAMMENT POUR LE DIAGNOSTIC IN VITRO 
DE L' HYPERTENSION ARTERIELLE. 

L' invention concerne un acide nucleique codant 
pour 1' enzyme de conversion de 1 ' angiotensine (ECA) 
hmnaine ainsi que des vecteurs contenant cet acide 
nucleique et 1' utilisation de ces demiers pour la 
production d'ECA humaine. L' invention concerne 
egalement les applications de cet acide nucleique, 
notamment dans le domaine de la conception de nouveaux 
inhibiteurs de I'ECA humaine. 

^5 L'ECA, ou peptidyl dipeptidase A (EC 3.4.15.1), ou 

encore kininase II, joue un role important dans la 
regulation de la pression arterielle, en hydrolysant 
1 • angiotensine I (peptide inactif lit)«r6 apres divage 
de I'angiotensinogene par la renine) en angiotensine II 

2° vasopressive jouant un role dans les mecanismes de 
1 'hypertension arterielle (SKEGGS, L.T., et al (1986) 
J. Exp. Med. , 103 , 295-299). 

L' inhibition de I'activite de I'ECA par I'EDTA et 
les chelateurs de metaux, indique qu'il s'agit d'une 

25 metallopeptidase, plus particulierement d'une peptidase 
a zinc, capable d'hydrolyser, non seulement, 
1' angiotensine 1, mais aussi la bradykinine (un peptide 
vasodilateur et natriuretique qu'elle transforme en un 
heptapeptide inactif) , et de nombreux autres peptides a 

30 activite biologique (YANG, H.Y.T. et al (1970) 
Biochim. Biophys. Acta, 214, 374-376 ; ERDOS, E.G., et 
al (1987) Lab. Invest., 5.6, 345-348). 

L'ECA est une peptidase largement distribute dans 
I'organisme, que I'on retrouve par example sous forme 

35 d' enzyme membranaire i la surface des cellules 
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endoth61iales vasculaires, et des cellules 6pith61iales 

r^nales, ainsi cjue sous forme d' enzyme circulant dans 
5 le plasma (ERDOS, et al (1987) sus-mentionne ; 

CARDWELL, P.R.B. et al, (1976) Science, 191, 1050-1051 

; RYAN, U.S. et al (1976) Tissue Cell, 8, 125-145). 

Des m6thodes de purification de 1»ECA humaine ou 

animale ont d6ja 6t6 decrites (notamment dans BULL H.G. 
10 ®^ (1985) J. Biol. Chem. , 260, 2963-2972 ; HOOPER, 

N.M. et al, (1987) Bi9chem. J., 247 . 85-93). 

Toutefois, la structure de I'ECA humaine n'est 

pas connue a I'heure actuelle. Seules quelques 

sequences peptidiques de I'ECA d'origine animale ont 
^5 6t6 publiees (BERNSTEIN, K.E. et al (1988), Kidney 

Int., 33, 652-655; HARRIS, R.B. et al (1985) J. Biol. 

Chem., 260, 2208-2211; IWATA, K. et al (1982) Biochem. 

Biophys. Res. Commun, 107, 1097-1103 ; IWATA, K. et al 

(1983) Arch. Biochem. Biophys., 227, 188-201 ; ST 
20 CLAIR, O.K. et al (1986) Biochem. Biophys. Res. Commun, 

141, 968-972 ; SOFFER, RL. et al (1987) Clin. Exp. Hyp. 

A9, 229-234). 

Quelques essais de clonage de I'ADN codant pour 
I'ECA animale ont 6t6 effectues ^ partir de deux 

25 organes riches en EGA, les reins et les poumons, mais 
aucun acide nucleique complet codant pour I'ECA animale 
n'a cependant 6t6 decrit ; seuls quelques fragments 
d'un tel acide nucleique ont ete decrits (DEUJCA- 
FLAHERTY, C. et al (1987) Int. J. Peptide Protein Res., 

30 678-684 ; BERNSTEIN K.E. et al, (1988 J. Biol. 

Chem., 263, 11021-11024)). Les quantites d'ARN messager 
(ARNm) codant pour I'ECA sont probablement trop faibles 
dans ces organes pour permettre le clonage d'un ADN 
cdmplementaire (ADNc) de c t ARNm. Aucun essai de 
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clonage de I'ADM codant pour I'ECA hu»aine n'a 6t6 
d6crit jusqu'A naintenant. 

Bien que le role physiologique de I'ECA dans les 
tissus extra-vasculaires ne soit pas encore connu, il 
est desormais bien 6tabli que cette enzyme que I'on 
retrouve dans 1 • endothelium vasculaire et dans le 
plasma, joue un role essential dans I'homeostasie 
circulatoire par son action de clivage du dipeptide 
carboxy-terminal de I'angiotensine I, activant ainsi 
cette derniere en la transformarit en angiotensine II 
qui est un peptide vasoconstricteur, stimulant la 
production d- aldosterone, et facilitant la transmission 

adr6nergique, 

Etant donnd le rdle essential de I'angiotensine II 
dans le controls de la pression arterielle, une 
recherche active s'est developpee sur la synthese 
d'inhibiteurs de I'ECA. Le captopril a M le premier 
inhibiteur oral de I'ECA, suivi par de nombreux autres 
^° composes. Actuellement, les inhibiteurs de . I'ECA 
occupent une place importante dans le traitement de 
1. hypertension arterielle. La structure compute de 
I'ECA n' etant pas connue,les inhibiteurs sus-mentionnes 
ont ete congus sur la base de la structure de proteases 
a zinc possedant des pr6pri^t6s enzymatiques voisines 
de celles de I'ECA, notamment sur la base de la 
structure du site actif de la carboxypeptidase A 
(ONDETTI, M.A. et al (1977) Science, 196» 441-444) . 

Ainsi, en 1- absence d' indication precise sur la 
structure de I'ECA, et plus particulierement sur le ou 
les site(s) actif(s) de cette derniere, on con^oit 
faciiement que les inhibiteurs de I'ECA sus-mentionn^s 
synth'tis6s sur la base d' analogies avec . la structure 
d- autres enzymes, peuvent etre des molecules 
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insuffisanunent actives, ou non totalement sp6cifiques 
de I'ECA et susceptibles de poss6der une action 
th^rapeutique insuf f isante, ou de cr6er des effets 
secondaires indesirables. Parmi ces effets 
indesirables, on distinguera notamnent des phenomenes 
de toxix, de troubles digestifs, d* eruptions cutanees 
qui peuvent etre li6s 1» inhibition d'autres systemes 
enzymatiques par les inhibiteurs de I'ECA sus-men- 
tionnes. 

Un des buts de la presente invention est de 
permettre la conception de nouveaux inhibiteurs de 
I'ECA plus puissants et specif iques de cette derniere 
que ne le sont les actuels inhibiteurs sus-mentionnes, 
permettant 6ventuelleinent une meilleure efficacit^ k 
dose moindre, et limitant les risques d» effets 
indesireibles de ces nouveaux inhibiteurs. 

La presente invention a pour objet Le clonage et 
le sequenq:age de I'acide nucleique codant pour I'ECA 
humaine ; ce travail a 6te realise a partir de deux 
banques d'ADM complementaires d'ARNm provenant de 
cellules endotheliales de veines ombilicales humaines 
et de sondes nucleotidiques deduites a partir de 
sequences peptidiques obtenues par sequen9age de 
fragments purif ies * de I'ECA humaine. Les techniques 
utilisees pour le clonage et le sequengage de I'acide 
nucleique selon 1' invention seront plus parti- 
culidrement decrites dans la description detaillee de 
1' invention. 

II sera fait reference dans ce. qui suit, au 
tableau I et aux figures dans lesquels : 

le tableau I represente les fragments 
peptidiques obtenus a partir de I'ECA humaine purifi'e. 
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- la figure 1 repr6sente la comparaison des 
sequences en acides amines aminoterminales de I'ECA 
humaine, et des ECA provenant de lapins, de boeuf, de 
pore et de souris ; 

- la figure 2 represente les positions respectives 
des acides nucl6iques des trois clones utilises pour la 
determination de I'acide nucl6ique codant pour I'ECA 
humaine; 

- la figure 3 represente I'acide nucleique ainsi 
que le polypeptide, d^duit de ce dernier, correspondant 

a I'ECA humaine ; 

- la figure 4 represente les homologies entre 
certaines sequences peptidiques de I'ECA humaine 
(ECAh), de la thermolysine (THERM), de I'endopeptidase 
neutre de rat ou de lapin (rNEP) , et de la collagenase 
de fibroblastes de peau humaine (COLLh) ; 

Une etude approfondie de I'acide nucleique de 
1' invention, ainsi que du polypeptide deduit a partir 
de ce dernier et correspondant a I'ECA humaine, conduit 
aux observations suivantes : 

- la phase de lecture ouverte de I'acide nucleique 
de la figure 3 est constituee d'une sequence d'ADN 
delimitee par les nucleotides correspondant aux 
positions 23 et 109 de la figure 1 codant pour un 
peptide signal de 29 acides amines, et d'une sequence 
d'ADN delimitee par les nucleotides situes aux 
positions 110 a 3940 de la figure 3, et codant pour 
une prot6ine mature de 1277 acides amines ; 

- I'acide nucleique de 1' invention est caracterise 
par une forte homologie interne (superieure a 60 %) 
entre la sequence d'ADN delimitee par les nucleotides 
situ6s aux positions 700 et 1770, et celle delimitee 
par les nucleotides situ6s aux positions 2495 et 3565. 



Les polypeptides de 257 acides amines cod6s res- 
pect ivement par les deux sequences d'ADN sus- 
mentionn^es presentent ^galement une forte homologie 
entre eux (de I'ordre de 67,7 *) . la plus forte 
homologie se situe au niveau des acides amines des 
parties centrales des deux polypeptides sus-mentionnes 
; par exemple le polypeptide d61i»it6 par les acides 
amines situ6s aux positions 361 et 404, et celui 
d61imit6 par les acides amines situes aux positions 951 
et 1002, presentent un pourcentage d 'homologies de 
I'ordre de 89 %. Les deux polypeptides homologues 
comprennent chacun tone sequence His-Glu-Met-Gly-His 
correspondant aux acides amines situes aux positions 
361 h 365 et 959 963 de la figure 3. Une etude 
comparative (representee sur la figure 4) de cette 
demiere sequence peptidique de 5 acides amines amines, 
avec les sites actifs de plusievirs enzymes dont la 
thermolysine, sugg^re le fait que I'une au moins de-'ces 
deux sequences de 5 acides amines, que I'on retrouve 
dans les deux parties homologues de I'ECA, pourrait 
constituer \ine partie du site act if de cette demiere ; 

- le produit de la phase ouverte de lecture sus- 
mentionn6e comprend 17 sites potentiels de 
glycosylation, dont la pluparf sont groupes dans la 
- region N-terminale de la molecule, et dans la region 
local isee a la jonction entre les deux domaines 
d' acides amines homologues sus-mentionnes. 

La presente invention conceme done tout acide 
nucleique comprenant la sequence nucleotidique de la 
figure 3 codant pour I'ECA humaine. 

L' invention conceme plus particulierement tout 
acide nucleique comprenant la sequenc d'ADN delimitee 
par les nucleotides situ6s aux positions 23 et 3940 de 



10 



15 



WO 90/03435 PCr/FR89/00496 



la figure 3, et codant pour la pre-ECA humaine de 1306 
acides amines ; les 29 premiers acides amin6s du cotd 
N-terminal repr6sentent le peptide signal, et les 1277 
acides amines restant representent I'ECA humaine 
nature. 

L' invention conceme 6galement tout acide 
nucleique comprenant la sequence d'ADN delimitee par 
les nucleotides situ6s aux positions 110 et 2 340 de la 
figure 3, et codant pour I'ECA humaine mature. 

L' invention a igalement pour objet tout acide 
nucleique issu de la sequence d'ADN de la figure 3 et 
codant pour un polypeptide susceptible de poss6der des 
propri6t6s enzymatiques du type de celles de I'ECA 
humaine, notamment un polypeptide capable d'hydrolyser 
1 ' angiotensine I et/ou les kinines, notamment la 
bradykinine, ou tout acide nucleique ne se distinguant 
du precedent au niveau de sa sequence nucleotidique que 
par des substitutions de nucleotides n'entrainant la 
modification de la sequence en aminoacides du susdit 
polypeptide dans des conditions propres a lui faire 
perdre les susdites proprietes, 

A ce titre, 1' invention conceme plus 
particulierement tout acide nucleique comprenant I'une 
ou 1' autre des regions homologues de I'ECA sus- 
mentionnees. 

Parmi les acides nucleiques conformes a 
1' invention, on citera notamment tout fragment d'ADN 
contenant : 

- une sequence d'ADN s'etendant entre, d'une part, 
un nucleotide situ6 entre les positions 1 4 1177 et, 
d' autre part, un nucleotide situ6 entre les positions 
3070 & 3940 ; 
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- une sequence d'ADN s'6tendant entre, d'une part, 
un nucleotide situ6 entre les positions 110 & 1177, et 
d* autre part un nucleotide situe entre les positions 
1276 i 1966 ; 

- une sequence d'ADN s'6tendant entre, d»une part, 
le nucleotide situe entre les positions 1967 k 
2971, et, d'autre part, le nucleotide situe entre les 
positions 3070 a 3940. 

L' invention concerne aussi les acides nucleiques 
dont les sequences nucieotidiques sont »odifiees dans 
les limites autorisees par la degenerescence du code 
genetique, des lors que les polypeptides codes par ces 
acides nucleiques conservent soit une stmicture 
primaire identique, soit leurs proprietes enzymatiques 
ou iimunologiques* 

De telles modifications non limitatives conduisent 
P^^ f?^Pl® i des acides nucleiques variants qui se 
distinguent des acides nucleiques ci-dessus : 

- par addition et/ou 

- suppression d'un ou de plusieurs nucleotides 

et/ou 

^ modification d'un ou de plusieurs nucleotides. 

L' invention a plus particulierement pour objet 
tout acide nucieique presentant la caracteristique de 
s'hybrider specif iquement avec 1» acide nucieique 
represente sur la figure 3, dans les conditions 
definies ci-apres : 

- traitement de prehybridation du support (filtre 
de nitrocellulose ou membrane de nylon) , sur lequel est 
fixe 1» acide nucieique susceptible de s*hybrider avec 
celui de la figure 3, a 65 'C pendant 6 heures avec une 
solution ayant la composition suivante : 4 x SSC, 

10 X Denhardt, 
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- remplacement de la solution de pr6-hybridation 
au contact du support par une solution tampon ayant la 
composition suivante : 4 x SSC, 1 x Denhardt, 25 mM 
NaP04 pH 7, 2 mM EDTA, 0,5 % SDS, 100 ng/ml d'ADN de 
sperme de saumon sonique, comprenant I'acide nucleique 
de la figure 3 en tant que sonde, notamnent de maniere 
radioactive, et pr6alablement d6naturee par un trai- 
tement a 100 'C pendant 3 minutes, 

- incubation pendant 12 heures h 65 'C, 

- lavages success if s avec les solutions suivantes : 

. 2 X SSC, 1 X Denhardt, 0,5 % SDS,, pendant 45 
minutes k 65' C k quatre reprises, 

. 0,2 X SSC, 0,1 X SSC pendant 45 minutes ^ 65'C k 

deux reprises, 

0,1 X SSC, 0,1 % SDS pendant 45 minutes 65*C. 

II est k rappeler que la composition de la 
solution de Denhardt est la suivante : 1 % ficoll, 1 % 
polyvinylpyrrolidone, 1 % BSA (albumine de serum de 
boeuf), et que 1 x SSC est constituee de 0,15 M de NaCl 
et 0,015 M de citrate de sodium, pH 7. 

L' invention conceme egalement tout acide nu- 
cleique presentant la caract^ristique de s'hybrider 
sp6cifiquement avec I'acide nucleique de la figure 3 
dans des conditions non stringentes reprenant les 
caracteristiques essentielles des conditions strin- 
•gentes definies ci-dessus, sauf pour ce qui conceme la 
temperature qui est de 40 'C dans les conditions non 
stringentes, et les lavages successifs qui, dans les 
conditions non stringentes, sont realises a 1 'aide de 
2 X SSC k 45 •C pendant 15 minutes k 2 reprises. 

L' invention vise egalement les sondes nucleo- 
tidiques susceptibles de s'hybrider avec les acides 
nucleiques decrits precedemment , ou leurs sequences 
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complementaires^ ainsi qu'avec l^ARN messager codant 
pour I'ECA et avec le gene humain responsable de 
1« expression de 1*ECA, dans les conditions d'hy- 
bridation d6finies ci-dessus, 

II va de soi que les conditions d' hybridation 
stringentes ou non stringentes, definies ci-dessus 
constituent des conditions prefer6es pour 
1 'hybridation, mais ne sont nullement limitatives et 
peuvent etre modifiees sans affecter pour autant les 
proprietes de reconnaissance et d' hybridation des 
sondes -et des acides nucleiques sus-mentionnes . 

Les conditions salines et de temperature, au cours 
de 1 • hybridation et du lavage des membranes, peuvent 
etre modifiees dans le sens d'une plus gramde ou d'une 
plus faible stringence sans que la detection de 
1' hybridation en soit affectee. Par exemple, il est 
possible d'ajouter de la formamide pour abaisser la 
temperature au cours de 1 'hybridation, 

L' invention concerne egalement le 
polypeptide dont la sequence en acides amines est 
representee sur la figure 3, ainsi que tous les 
polypeptides susceptibles de posseder une activite 
25 enzymatique du type de celle de I'ECA et qui sont codes 
par les fragments d'ADN sus-mentionnes issus de-l'acide 
nucleique de la figure 3. 

Parmi les polypeptides sus-mentionnes, on 
distinguera notamment : 

• le polypeptide s'etendant entre les acides 
amines correspondant aux positions 1 et 619 de la 
figure 3 ; 

- le polypeptide s'etendant entre les acides 
amines correspondant aux positions 620 et 1229 ; 
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- le polypeptide s'etendant entre les acides amines 
correspondant aux positions 350 et 395 ; 

- le polypeptide s'6tendant entre les acides 
amines correspondant aux positions 948 et 993. 

Les polypeptides pr6c6dents peuvent 6tre modifies 
des lors qu'ils conservent les propri6t6s biochimiques 
ou iaununologiques ou pharmacologiques definies 
prec^deimnent . 

Par exemple, et de fa^on non limitative, des 
polypeptides dans le cadre de 1 ' invention peuvent se 
distinguer des polypeptides definis ci-dessus ; 

- par addition et/ou 

- suppression d'un ou plusieurs acides amines 

et/ou 

- modification d'un ou de plusieurs acides 
amines, sous reserve que les proprietes biochimiques ou 
immvmologiques ou pharmacologiques comme indique ci- 
dessus soient conservees. 

On conceit que I'homme de metier dispose de la 
possibility d' identifier, voire de selectionner ceux 
des polypeptides de sequences plus courtes qui entrent 
dans le champ de 1' invention. A titre de I'un des 
moyens generaux lui permettant de proceder k cette 
identification, on mentionnera, par exemple, le 
traitement du polypeptide de la figure 3 avec une 
protease clivant le polypeptide sus^mentionn6 dans un 
site peptidique choisi, soit dans une region N- 
terminale, soit dans une region C-terminale, suivi de 
la separation du fragment N-terminal ou du fragment C- 
terminal du restant dudit polypeptide, ce "restant" 
etant alors test6 pour son activity enzymatique vis-a- 
vis d I'angiotensine et/ou de la bradykinine. En cas 
de r6ponse positive, I'on aura alors 6tabli que le 
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fragment N-tenninal ou C-terminal, ne jouait pas un 
rdle signif icatif , sinon essentiel pour la 
manifestation des propriet6s enzymatiques dudit 
polypeptide, L' operation peut eventuellement etre 
repet6e pour autant que I'on dispose d'une protease 
susceptible de reconnaitre un autre site specif ique 
proche d'une extr6mit6 N-terminale ou C-terminale du 
polypeptide restant* La perte par le polypeptide plus 
petit reconnu des proprietis enzymatiques du fragment 
plus long dont il etait issu peut conduire a 
I'hypoth&se que le dernier fragment separd jouait un 
role significatif dans la manifestation des proprietes 
enzymatiques du polypeptide de la figure 3. 

Une autre variante, plus simple que la prec6dente, 
de detection des regions de I'ECA essentielles la 
manifestation des activites enzymatiques de cette 
dernifere, peut etre basee sur des traitements 
enzymatiques d"xin acide nucleique codant pour I'ECA, 
avant 1 • incorporation de 1' acide nucleique ainsi 
obtenu, et presume coder pour un polypeptide possedant 
des activites enzymatiques du type de celle de I'ECA, 
dans le vecteur d* expression utilise pour la mise en 
oeuvre d'un procede de production dudit polypeptide 
dans I'hote cellulaire approprid (procede qui sera plus 
particulierement detaille dans ce qui suit) . Ce 
traitement enzymatique peut alors consister soit en un 
emondage des extremites de 1* acide nucleique initial 
(codant par exemple pour le polypeptide de la figure 3 
en entier) , par exemple par une enzyme 
exonucleolytique, telle que Bal31, soit par une ou 
plusieurs enzymes de restriction choisie pour leurs 
sites de reconnaissance respectifs (le cas echeant 
amenages par mutagenese ponctuelle dirigee) dans la 
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sequence de I'acide nucleique initial, soit par 
1' addition d'un fragment d'ADN synth^tique de jonction 
entre le site de coupure de 1' enzyme de restriction et 
le debut de la region i exprimer. L'acide nucleique 
tronque obtenu peut alors etre test6, apres 
incorporation dans le vecteur choisi et transformation 
de I'hote cellulaire avec le vecteur recombinant 
obtenu, pour sa capacit6 a exprimer un polypeptide 
tronque correspondant , possedant encore les susdites 
proprietes enzymatiques ~ ou au contraire ne les 
possedant plus, d'oii la possibility, comme dans la 
variante ' precedente, d' identifier au sein du 
polypeptide de la figure 3, les sequences jouant un 
role important, sinon essentiel dans la manifestation 
des proprietes enzymatiques de I'ECA. 

L' invention a egalement pour objet tout acide 
nucleique recombinant contenant tout fragment d'ADN du 
type sus-indique codant pour la pre-ECA humaine, ou 
I'ECA humaine mature, ou encore pour tout polypeptide 
susceptible de poss6der une activite enzymatique du 
type de celle de I'ECA, associ6 avec un promoteur et/ou 
un terminateur de ' transcription reconnu par les 
polymerases de la cellule hdte dans laquelle ledit 
acide nucleique recombinant est susceptible d'etre 
introduit. 

L* introduction dudit acide nucleique recombinant 
dans la cellule hote, est avantageusement realisee k 
I'aide de vecteurs, notamment du type plasmide, qui 
sont aptes a se repliquer dans ladite cellule bote et a 
y permettre 1' expression de la sequence codant pour 
1« enzyme. 

Ledit acide nucleique recombinant peut 6galement 
dtre introduit dans la cellule bote a I'aide d'un 
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vecteur viral (virus recombinant) capable d'infecter 
ladite cellule hdte et d'y permettre 1' expression du 
polypeptide codd par un acide nucl6ique selon 
1' invention, ce dernier 6tant sous le controle d'un 
promoteur viral act if dans la cellule hdte. 

L' invention conceme done un proc6d6 de production 
de 1*ECA humaine, ou des polypeptides sus-mentionn^s 
issus de 1 'EGA, qui comprend la transformation des 
cellules botes au moyen des vecteurs sus^indiques, la 
mise en culture des cellules botes trans form6es dans un 
milieu approprie et la recuperation desdits 
polypeptides soit directement a partir du milieu de 
culture, lorsque ces demiers y sont secretes 
(notamment dans le cas oil les polypeptides consid6r6s 
sont precedes d'une sequence signal lors de leur 
syntbese dans la cellule bote) , soit apres lyse de la 
parol de la cellule bote dans le cas ou les 
polypeptides ne seraient pas secretes hors de cette 
demiere. 

Le precede sus-mentionne comprend avantageusement 
une etape finale de purification, par exemple selon les 
techniques de chromatograpbie bybropbobe et d'af finite 
en faisant appel a un inbibiteur de toute ou partie de 
I'ECA fix6 sur la colonne (cf. description detaill^e 
qui suit) . 

A ce titre, !• invention a plus particulierement 
pour Ob jet une composition contenant de 1»ECA bumaine 
pure, exempte de contaminants notamment de nature 
prot^ique* 

Les cellules botes utilisees pour la mise en 
oeuvre du procdd6 sus-mentionn6 peuvent etre des 
cellules procaryotes, notamment des cellules de E, 
coli^ ou, d'une maniere plus avantageuse, des cellules 
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eucaryotes, qui permett nt, notamnent, d'obtenir des 
prot6ines sous leur forme glycosyl6e et mature 
(levures, cellules CHO, ou cellules d'insectes 
infectees par le baculovirus) . 

5 Ce precede decrit ci-dessus est 6galement 

realisable par transfection des cellules botes avec des 
vecteurs d' expression ayant integr6 un gene modifie de 
I'ECA. Soit qu'il s'agisse de parties tronquees de 
I'ADN complementaire de I'ARN messager endothelial de 

10 I'ECA, comprenant par exemple un seul des deux domaines 
homologues, ou bien ampute de I'extremite 3' codant 
pour le segment hydrophobe d' insertion membranaire. La 
transfection des cellules botes est 6galement 
r^aliseible avec des vecteurs comprenant une forme mutee 

15 de I'ECA, ou de ses fragments, les mutations portant en 
particulier sur les bases codant pour les acides amines 
impliques dans I'activite enzymatique decrits ci- 
dessus. 

II est particulierement avantageux en vue de la 
20 cristallisation de 1' enzyme recombinante de muter un ou 
plusieurs sites potent iels de N glycosylation, 
c'est-a-dire les codons correspondants aux asparagine 
des sequences asparagine-X-Threonine et asparagine- 
X-serine de la figure 3 (X repr6sentant tout acide 
. 2 5 amine compris entre une asparagine et une Threonine ou 
une serine de la figure 3). 

L' invention vise 6galement un proc6d6 de 
preparation des nouveaux polypeptides sus-mentionnes 
par synthese qui comprend soit 1' addition etape par 
30 etape des r^sidus peptidiques choisis, avec 1 'addition 
ou 1 ' elimination de groupes protecteurs quelconques des 
fonctions amino et carboxyle, ou addition de residus 
p ptidiques choisis afin de produire des fragments, 

35 
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suivie d*xine cond nsation desdits fragments en une 
sequence en acides amines appropri^e, avec addition ou 
elimination des groupes protecteurs choisis. 

L' invention se rapporte 6galeinent h des anticorps 

5 specif iques diriges contre les polypeptides ci-dessus. 
En particulier, 1* invention vise des anticorps 
monoclonaux diriges contre les sequences peptidigues 
paruissant impliquees dans au moins une des activites 
enzymatiques de I'ECA. 

10 De tels anticorps monoclonaux peuvent etre 

produits par la technique des hybridomes dont le 
principe general est rappele ci-apres, 

Dans un premier temps, on inocule un des 
polypeptides ci-dessus a un animal choisi, dont les 

1 5 lymphocytes B sont alors capables de produire des 
anticorps contre ce polypeptide* Ces lymphocytes 
producteurs d' anticorps sont ensuite fusionnes avec des 
cellules myelomateuses "immortelles" pour donner lieu 
a des hybridomes. A partir du melange heterogene des 

20 cellules ainsi obtenu, on realise alors une selection 
des cellules capables de produire un anticorps 
particulier et de se multiplier indefiniment. Chaque 
hybridome est multiplie sous la forme de clone, chacun 
conduisant k la . production d'un anticorps^ monoclonal 

25 dont les propri^tds de reconnaissance vis-ci-vis des 
polypeptides de 1 • invention pourront etre testes par 
exemple sur colonne d'af finite. 

Parmi les polypeptides utilises pour la 
fabrication des anticorps monoclonaux sus--mentionnes , 

30 on mentionnera notamment ceux delimites par les acides 
amines situes aux positions 350 et 395, ou 948 et 993 
de la figure 3. 

35 
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L' invention concerne egalement une methode de 
depistage, ou de dosage, in vitro d'un EGA, et plus 
particuli^rement de 1*ECA humaine, ou d'un produit 
deriv6 de I'ECA tel que les polypeptides sus-mentionn^s 

5 ayant in vivo les propri6t6s de I'ECA, dans ui, 
prelevement biologique susceptible de les contenir. Une 
telle m6thode de ddpistage selon 1* invention, peut etre 
r6alis6e soit i I'aide des. anticorps monoclonaux sus- 
mentionnes, soit a l*aide des sondes nucleotidigues de- 

iO crites ci-dessus. 

Le prelevement biologique sus-mentionne est 
effectue soit dans des tissus fluides, tels que le 
sang, soit dans des organes, ce dernier type de 
prelevement permettant notamment d'obtenir des coupes 

15 fines de tissus sur lesquelles les anticorps sus- 
mentionn^s sont ulterieurement fixes. 

La m^thode de dosage selon 1* invention, procedant 
par 1 • intermediaire des anticorps sus-mentionnes 
comprend notamment les etapes suivantes : 

20 - la mise en contact d'un anticorps reconnaissant 

specif iquement I'ECA ou un polypeptide derive de I'ECA 
selon 1' invention, avec le susdit prelevement bio- 
logique dans des conditions permettant la production 
eventuelle d*un complexe immunologigue forme entre 

2 5 I'ECA ou produit qui en est d6riv6 et 1* anticorps sus- 

mentionn^ ; 

- la detection k I'aide de tout moyen approprie du 
susdit complexe immunologic[ue. 

Avantageusement , les anticorps utilises pour la 

3 0 mise en oeuvre d*un tel proc^d^ sont marques notamment 

de maniere enzymatique ou radio-active. 
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Une telle m6thode selon 1* invention peut notamment 
etre r6alis6e suivant la in6thode ELISA (enzyme linked 
sorbent assay) qui comprend les stapes suivantes : 

fixation d'tme quantity predeterminee 
5 d'anticorps sur xm support solide, notamment k la 
surface d'\in puits d'une microplaque ; 

- addition du prelevement biologique (sous forme 
liquide) sur ledit support ; 

- incxibation pendant une temps suffisant pour 
10 permettre la reaction immunologique entre lesdits 

anticorps et I'ECA ou produit qui en est derive sus- 
mentionne ; 

elimination des parties non fixees du 
prelevement biologique et lavage du support solide (en 
i5 particulier des puits de la microplaque) ; 

- addition d'une immunoglobuline marquee par une 
enzyme susceptible d'activer un substrat specif ique de 
cette enzyme, 

- addition du substrat specif ique de 1' activity 
20 enzymatique liberee lors de la reaction immunologique 

prec6dente ; 

• detection, k I'aide de tout moyen approprie, de 
la degradation du substrat par 1« enzyme ; et 

- correlation de la quantite d' enzymes liberees a 
25 la concentration d'ECA humaine initialement presente 

dans le prelevement biologique* 

Selon un autre mode de realisation de la methode 
de dosage de 1' invention, les anticorps sus-mentionnes 
ne sont pas marques et la detection des complexes 
30 immunologiques formes entre les polypeptides et lesdits 
anticorps est realisee a I'aide d*une immunoglobuline 
marquee reconnaissant lesdits complexes. 
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La mdthode de dosage selon !• invention peut 
egalement etre rdalisee par une technique immuno- 
enzymatique suivant un mecanisme de competition entre 
les polypeptides susceptibles d'etre contenus dans le 
5 pr616veinent biologique, et des quant it6s pred^terminees 
de ces meaes polypeptides, vis-^-vis des anticorps 
sus-inentionn6s. Dans ce dernier cas, les polypeptides 
de 1' invention en quantite predetennin6e sont 
avantageusement marques a I'aide d'un margueur 

10 enzymatique. 

L- invention ne se limite nullement aux modes de 
realisation decrits ci-dessus pour le dosage in vitro 
des polypeptides de 1- invention, ce dosage pouvant etre 
realise a I'aide de toute autre methode immunologique 

1 5 appropriee. 

L' invention concerne egalement une methode de 
depistage, ou de dosage, in vitro d'un acide nucleique 
codant pour toute ou partie de I'ECA, realis^e a partir 
d'un prel^vement biologique susceptible de contenir 
ledit acide nucleique, caracteris6e en ce qu'elle 
comprend : 

- la mise en contact d'une sonde nucleotidique 
decrite ci-dessus avec le susdit pr61evement biologique 
dans des conditions permettant la production, eventuelle 
d'un complexe d' hybridation form6 ^ntre 1' acide 
nucleique et ladite sonde ; 

- la detection i I'aide de tout moyen apprppri6 du 
susdit complexe d* hybridation. 

selon un mode de realisation de 1' invention, le 
pr61fevement biologique sus-mentionn6 est, 
pr^alablement k la mise en oeuvre du depistage, traits 
de manire h ce que les cellules qu'il conti nt soient 
lysees et, 6ventuellement, en ce que le materiel 
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g6nomique contenu dans lesdites cellules soit fragment6 
a I'aide d* enzymes de restriction du type EcoRl, BamHI 
etc., ou que les ARN en soient isoles. 

Avantageusement, les sondes nucleotidiques de 
1' invention sont marquees h I'aide d'un marqueur 
enzymatique ou radio-actif. Les ADN, ou ARN, issus du 
prelevement biologique sont places sur un support 
appropri6, notanunent sur un filtre de nitrocellulose ou 
autre, par exemple membrane de nylon, sur lequel sont 
ensuite additionnees les sondes sus-mentionnees . 

Selon un autre mode avantageux de realisation du 
precede sus-mentionn6 de 1- invention, des coupes 
histologiques sont realis6es it partir du susdit 
prelevement biologique et les sondes nucleotidiques de 
15 1* invention sont mises en contact direct avec des 
coupes histologiques pour la detection des acides 
nucleiques de 1* invention par hybridation in situ. 

L' invention a egalement pour objet 1 ' application 
des methodes de depistage, ou de dosage, sus- 
mentionnees au diagnostic in vitro de pathologies 
telles que 1 'hypertension, la sarcoidose et autres 
maladies granulomateuses , les dysfonctionnements thy- 
roidiens et d'une maniere generale toutes. maladies 
correlees a des teneurs dans I'organisme. (dans le 
25 plasma ou d'autres tissus) en sequences d'acides 
amines de !• invention, situ6es a I'ext^rieur du domaine 
delimite par les valeurs extremes correspondant 
generalement a I'etat physiologique d'un individu sain. 
Les methodes de dosage in vitro de 1" invention 
30 procedant a I'aide des anticorps sus-mentionnes 
permettent Egalement le suivi dans - 1 ' organisme de la 
concentration des inhibiteurs de I'ECA par mesure de la 
quantite d' anticorps n'ayant pu se fixer sur le, ou les, 
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site(s) actif(s) de I'ECA qui sont masques par 
I'inhibiteur. Les methodes de dosage de 1' invention 
sont done particuliferement avantageuses dans le cadre 
de la surveillance des traitements de patients par des 
5 inhibiteurs de I'ECA. 

L' invention a 6galement pour objet des n6cessaires 
ou kits pour la mise en oeuvre des methodes de 
depistage, ou de dosage, in vitro sus-mentionnes. 

A titre d'exexnple, de tels kits comprennent 
10 notamment: 

- une quantite determinee d'un des anticorps 
monoclonaux sus-mentionn6s susceptible de donner lieu a 
une reaction immunologique specif ique avec 1*ECA ou 
avec un des polypeptides derives de I'ECA selon 

15 1 ' invention ; 

- et/ou une quantite determinee d'ECA ou un 
polypeptide susceptible de donner lieu a une reaction 
inmunologique avec les anticorps sus-mentionnes ; 

- avantageusement, un milieu approprie a la 
20 formation d'une reaction immunologique entre l^ECA ou 

les polypeptides de 1» invention et les anticorps sus- 
mentionnes ; 

- avantageusement , des reactif s permettant la 
detection des complexes immunologiques produits lors de 

2 5 la reaction immunologique sus-mentionnee* 

Dans le cadre de la mise en oeuvre d'une methode 
de depistage in vitro utilisant des sondes 
nucl6otidiques , les kits utilises comprennent par 
exemple : 

30 - une quantite ddterminee d'une des sondes 

nucleotidiques sus-mentionnees susceptible de donner 
lieu ^1 une reaction d* hybridation avec un des acides 
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nucleiques sus-^mentionnes codant pour I'ECA ou un 
polypeptide d6riv6 de 1 ' EGA selon 1 • invention ; 

- avantageusement , des react if s permettant la 
detection des complexes d' hybridation produits lors de 

5 la reaction d' hybridation sus-mentionn^e. 

L' invention conceme ^galement 1 'utilisation du 
polypeptide de la figure 3 ou de tout fragment 
peptidique approprie issu de ce dernier, pour la 
conception de nouveaux inhibiteurs de I'ECA humaine, 

10 plus puissants et/ou specif iques de cette derniere que 
ne le sont les actuels inhibiteurs de I'ECA. 

L' invention a egalement pour objet une methode de 
detection ou de dosage, d'un inhibiteur de I'ECA, ou de 
quantification de son pouvoir inhibiteur, qui comprend 

1 5 la mise en contact du polypeptide de la figure 3 , ou de 
tout fragment peptidique issu de de ce dernier et 
possedant une activite enzymatique du type de celle de 
I'ECA, avec ledit inhibiteur, et la determination du 
coefficient d* inhibition de 1 'enzyme par 1' inhibiteur, 

20 notamment par mesure de I'eventuelle activite 
enzymatique residuelle sur un substrat approprie de 
I'ECA. 

L' invention conceme egalement 1 'utilisation du 
polypeptide de la' figure 3, ou de tout fragment de ce 

2 5 dernier capable d'hydrolyser les kinines, notamment la 
bradykinine, dans le traitement des maladies in- 
f lammatoires, ou inf ectieuses, de la pancreatite 
aigue, et plus generalement de maladies oH une 
liberation de kinines dans I'organisme pourrait jouer 

30 un role pathogene, 

A ce titre, 1' invention concerne plus 
particuliferement des compositions pharmaceut iques pour 
le traitement des maladies indiquees ci-dessus, 

35 
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caract6ris6e par 1 'association de tout ou partie du 
polypeptide d la figure 3, capable d'hydrolyser les 
kinines, notamment la bradykinine, avec un v6hicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

La presente invention a egalement pour objet 
1 'utilisation des sondes nucl6otidiques de !• invention^ 
capables de s'hybrider Bvec le gene responsable de 
1* expression de 1*ECA humaine dans les conditions 
decrites ci-dessus, pour la determination des 
differentes formes alieliques du gene sus-mentionne. 

Les hypertensions arterielles (HTA) sont classees 
en deux grandes categories selon leurs etiologies : les 
HTA secondaires et I'HTA essentielle. Les HTA 
secondaires regroupent toutes les formes d'HTA que la 
medecine peut rattacher de fagon univoque a une 
pathologie identifiee, II peut s'agir, notamment, d'une 
hypersecretion hormonale d'origine tumorale (r6nine ou 
aldosterone, catecholamines, par exemple) ou vasculaire 
(stenose d'une artere rdnale provoquant une 
hypersecretion de renine) • Ces formes d'HTA secondaires 
representent environ 5 % du total des HTA. Sous le 
vocable d'HTA essentielle, sont regroupees toutes les 
formes d'HTA pour lesquelles aucune etiologie n'est 
aujourd'hui identifiable et qui constituent les 95 % 
restant des cas d'HTA. 

La pathogenie de I'HTA essentielle n'est pas 
aujourd'hui connue mais de nombreuses etudes ont montre 
que des facteurs genet iques eta lent impliques dans le 
developpement de I'HTA. Les etudes familiales ont 
montre qu'il existait une agregation familiale des 
valeurs de pression arterielle et qu'une correlation 
existe entre la pression arterielle des parents et des 
enfants naturels alors que cette correlation n' existe 
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pas avec les enfants adopt6s. Les etudes nen^es sur des 
jiuneaux mono ou dizygotes ont ^galement confirm^ 
l^heritabilite du niveau de pression arterielle. Enfin, 
1* analyse genetique de la transmission du niveau de 
pression arterielle, chez I'homme et dans les souches 
de rats g6n6tiquement hypertendus, a montr6 que 
plusieurs g6nes ^taient impliqu6s. La transmission de 
ce caractere, variable entre les individus, qu*est le 
niveau de pression arterielle passe done par la 
transmission de formes alleliques de genes entre les 
parents et les enfants. Les genes que I'on peut 
designer "candidats" a ia responsabilite de cette 
transmission sont, au premier chef, ceux impliques dans 
les principaux systemes de regulation de la pression 
art6rielle, tels que les genes, du systeme renine- 
angiotensine, dont celui codant pour I'ECA. 

La m6thode de choix pour reconnaitre, aujourd*hui, 
les formes alleliques d'un gene est d' identifier, pour 
ce gene, le polymorphisme de taille des fragments de 
restriction de ce gene (par taille des fragments de 
restriction on entend le nombre de paires de bases que 
comprennent lesdits fragments) . Pour ce type 
d' experience, les ADN de plusieurs individus sont 
Isolds, ■ olives par une enzyme de restriction, 
trans feres sur une membrane capable de les fixer de 
fagon irreversible, et hybrid6s avec une sonde d'ADN 
marquee correspondant au gene etudi6. 

Cette methode permet de distinguer les formes 
alleliques d'un meme gene qui different entre elles 
d'un individu a 1' autre : 

- par leur carte de restriction, et/ou 

- par la presence dans l^une des formes alleliques 
d'une insertion (fragment d'ADN supplementaire dans 
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!• allele le moins frequent), ou d'une d616tion 
(fragment d*ADN manquant dans 1' allele le moins 
frequent) cette insertion n'existant pas chez las 
autres formes all^liques. 

Dans le premier cas sus-mentionne (differences 
fondees sur la carte de restriction, ou encore 
polymorphismes de sites de restriction), sous I'effet 
de la digestion par une enzyme de restriction donnee X, 
1' allele possedant, au niveau d'une region precise du 
genome, un site de restriction reconnu par cette enzyme 
est coupe par ladite enzyme, et celui ne possedant pas 
un tel site, au niveau de ladite region, n*est pas 
cliv6. A I'aide d^une sonde nucleotidique susceptible 
de s'hybrider au niveau de ladite region, on peut done 
detecter deux fragments de restriction de tallies 
differentes selon que la region concemee a ete cliveei 
ou non. A chacune de ces tallies correspond une forme 
allelique* 

Dans le second cas (presence d'une insertion, ou 
d'une deletion), les fragments d'ADN genomique cor- 
respondant axxx deux formes alleliques sont clives par 
1» enzyme de restriction X au niveau d»un site iden- 
tique. On peut detecter, h I'aide d'une sonde telle que 
definie dans le paragraphe precedent, deux fragments de 
restriction de tallies differentes. A chacune de ces - 
tallies correspond une forme allelique, la taille la 
plus elevee correspondant a la forme allelique 
comprenant 1* insertion sus-mentionnee. 

Dans les deux cas precedents et chaque fois que 
l*on d6tecte des fragments de restriction de tallies 
differentes (ou encore fragments de restriction 
polymorphes) dans un gene donne et d'un individu a 
1' autre sous I'effet de Inaction d'une enzyme de 
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restriction X, il sera fait r6f6rence au "polymorphisme 
X" de ce g^ne (par example "polymorphisme EcoR I" si 
1» enzyme de restriction X est 1' enzyme EcoR I , ou 
polymorphisme TaqI si 1' enzyme de restriction est 
Taqi) . 

L*6tude d'un polymorphisme X d'xin allele choisi, 
dans une population donn6e d'individus, presumes sains, 
permet de constater 1» existence de ce polymorphisme 
dans une proportion determinee des individus de cette 
population. La mesure de cette proportion conduit a ce 
que I'on appelle ci--aprfes la ♦•frequence all6iique de 
reference" • 

Si la frequence d'un allele choisi^ mesure suivant 
la meme methode au sein d'une population d« individus 
presentant une pathologie determinee, est differente de 
la frequence de reference, on pourra alors emettre 
I'hypothese que 1* allele en question est lie i ladite 
pathologie. 

De meme, on pourra impliquer un allele dans le 
developpement de la maladie s*il existe une co- 
segregration entre la transmission de la maladie, dans 
les families atteintes et informatives pour le 
polymorphisme, et la transmission de 1* allele permet 
d» impliquer cet allele dans le developpement de la 
maladie. (on dit d*une famille qu'elle est informative 
pour le polymorphisme si le parent atteint par la 
maladie est h6terozygote pour le site de restriction ce 
qui permet de suivre dans la descendance 1' allele 
responscible de la maladie) • 

La pr6sente invention conceme les fragments de 
restriction polymorphes susceptibles de s'hybrider avec 
une sonde nucl6otidique de !• invention, notamment dans 
les conditions d^crites ci-dessus, et qui sont issus du 
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clivage des differentes foraes alleliques du gene 
codant pour I'ECA i I'aide d' enzymes de restriction 
determin^es. 

L* invention concerne plus particuli^rement les 
fragments de restriction polymorphes susceptibles de 
s'hybrider avec une sonde nucl6otidique selon 
I'inventioni elle-meme susceptible de s'hybrider avec 
I'extremite 5* de I'acide nucleique de la figure 3 et 
qui sont les suivants : 

- les fragments de 5,8 kb et de 6 kb correspondant 
au polymorphisme Taql, 

- les fragments de 8,8 kb et de 9 kb correspondant 
au polymorphisme Dral, 

- les fragments de 8,5 kb et de 9 kb correspondant 
au polymorphisme Bglll, 

- les fragments de 10,6 kb et de 11 kb corv 
respondant au polymorphisme Kpnl, 

- les fragments de 8,4 kb et de 8,8 kb cor^ 
respondant au polymorphisme Hindlll, 

- les fragmentsl de 4,2 kb et 3,0 kb d'une part, 
et de 4 kb et 2,7 kb d« autre part, correspondant au 
polymorphisme Bgll, 

- les fragments de 5,2 3cb et de 5,7 kb 
correspondant au polymorphisme Rsal (avec presence pu 
non d'un fragment de 3,0 kb) , 

- les fragments de 4,3 kb d*une part, et de 2,2 et 
2,5 kb d' autre part, correspondant au polymorphisme 
PvuII, 

- les fragments de 3,5 kb et de 3 kb correspondant 
au polymorphismes Xbal, 

- les fragments de 4,3 kb et de 2,7 kb cor- 
respondant au polymorphisme Taql. 
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La difference de taille des fragments all61iques 
reconnus par les sondes de 1 ' invention chez les 
diff^rents individus, correspond i une insertion d'un 
fragment g^nomique d*environ 400 paires de base avec la 
marge d^erreur due h 1' analyse de taille de ces 
fragments par dlectrophor^se sur gel d* agarose. 

Cette insertion peut etre detectee ^ l"aide de 
toute enzyme de restriction clivant I'acide nucleique 
sus-mentionne du moment que les fragments engendres 
soient capables de s'hybrider au moins en partie, avec 
la sonde correspondante. 

La pr6sente invention concerne xin proc6de de 
depistage, in vitro des polymorphismes du gene codant 
pour 1' expression de I'ECA humaine, realise k partir 
d'6chantillons biologiques, tels que le sang, sus- 
ceptibles de contenir de I'ADN genomique, et qui ont 
ete preleves dans \ine population donnee d'individus ne 
presentant pas d^HTA (ou encore individus normotendus) , 
ou d'autres maladies de 1' endothelium vasculaire. 

Les echantillons sus-mentionnes sont analyses 
suivant la methode suivante comprenant : 

- le traitement des acides nucleiques issus des 
echantillons biologiques sus-mentionnes a I'aide d'une 
enzyme de restriction determinee dans des conditions 
permettant I'obtention de fragments de restriction 
issus du clivage desdits acides nucleiques au niveau de 
leurs sites de restriction reconnus par ladite enzyme, 

- la mise en contact d*une sonde nucleotidique 
selon 1" invention susceptible de s'hybrider avec les 
fragments sus-mentionnes dans des .conditions permettant 
la production 6ventuelle de complexes d' hybridation 
entre ladite sonde et les fragments de restriction 
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sus-mentionn^s, notanunent dans les conditions 
d ' hybridation d6finies ci-dessus, 

- la detection des susdits complexes d 'hybri- 
dation, 

- la mesure de la taille des eventuels fragments 
de restriction polymorphes engages dans les complexes 
d' hybridation sus-mentionn6s . 

Parmi les sondes utilis6es pour la mise en oeuvre 
d'un tel proc6d6, on citera notamment I'ADN com- 
pl6mentaire (ou ADNc)' de I'acide nucleique decrit 4 la 
figure 3, ou, avantageusement , une fraction de cette 
ADNc susceptible de s'hybrider avec les differents 
fragments de restriction correspondant aux differentes 
formes all^liques du gene de I'ECA. 

Avantageusement, la sonde utilis6e dans le proc6d6 
sus-mentionne est marquee, notamment de maniere- 
radioactive ou non radioactive, sous forme notamment de 
sonde biotinylee, pour permettre la detection des 
differents fragments de restriction restant hybridds 
avec ladite sonde. 

La mesure de la taille des differents fragments de 
restriction polymorphes engages dans des complexes 
d ' hybridation avec la sonde sus-mentionnee, peut ^tre 
r6alis6e par toute m^thode connue en soi par I'homme du 
metier ; la determination de la taille de ces fragments 
de restriction est rdalisee notamment par 
^lectrophorfese sur gel d' agarose et Evaluation de la 
taille desdits fragments par rapport a celles de 
fragments t^moins. 

La comparaison des tallies des fragments de 
restriction mesurees chez les individus de la 
population 6tudi6e, permet d'Etablir, au sein de cette 
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population d'individus, les frequences all61iqu s de 
r6f6rence. 

L' invention concerne 6galement la detection des 
differentes formes all^liques du gene codant pour I'ECA 
humaine, susceptibles d'etre liees au developpement 
Chez un individu d*une HTA, ou autres maladies de 
1 'endotheliiam vasculaire, notamment de 

1 »ath6roscl6rose. Cette detection est realisee suivant 
la meme methode au sein d'une population d'individus 
presentant une pathologie sus-mentionnee« Si la 
frequence d'un allele mesuree au sein de cette 
population est differente de la frequence de reference^ 
on pourra alors emettre I'hypothese que cet allele est 
probablement 1x6 ^ I'HTA. 

De meme, on pourra impliquer tin allele dans le 
developpement de la maladie s'il existe, dans les 
families atteintes par la maladie et informatives pour 
le polymorphisme, une cosegregation entre la trans- 
mission de certaines formes alleliques du gene de I'ECA 
et la transmission de I'HTA et/ou des maladies de 
1 "endothelium, notamment de 1 'atherosclerose. 

L* invention a ^galement pour objet 1 •application 
des resultats de 1' etude des polymorphismes du gene 
codant pour I'ECA humaine au diagnostic in vitro de 
1 • eventuelle predisposition genetique probable d • un 
individu ^ 1 'hypertension arterielle, ou a d' autres 
maladies de 1 'endothelitim vasculaire, notamment de 
1 • atherosclerose . 
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La m6thode de diagnostic in vitro sus-mentionn6e 
comprend la detection 6vertuelle de fragments de res- 
5 triction polymorphes, issue du clivage par une enzyme 
de restriction d6termin6e d'allfeles probablement li6s 
au m^canisme de I'HTA, i I'aide de sondes 
nucl6otidiques selon 1' invention, susceptible de 
s'hybrider avec lesdits fragments de restriction 

10 polymorphes. 

Les conditions dans lesquelles une telle methode 
de diagnostic in vitro peut etre mise en oeuvre sont 
celles decrites dans les articles concemant les 
techniques de detection des polymorphismes de longueur 
des fragments de restriction, plus connues encore sous 
I'abr^viation RFLP (Restriction Fragment- length 
Polymorphism). De telles conditions sont plus 
particulderement decrites dans 1' article de GUSELLA 
J,F. 'Recombinant DNA techniques in the diagnosis of 
inherited disorders"' paru dans Journal of Clinical' 
Investigations (1986), 77, 1723-1726. 

Selon un aspect avantageux de 1" invention, outre 
le depistage des polymorphismes du gene codant pour 
I'ECA humaine, la methode de diagnostic in vitro sus- 
mentionnee comprend 6galement le depistage de 
polymorphismes d'un ou de plusieurs genes codant pour 
des prot6ines diff^rentes de I'ECA et UpliqUies dans 
le m6canisme de la regulation de la pression 
arterielle. 

A ce titre, la methode de diagnostic in vitro 
selon !• invention comprend le depistage de 
polymorphismes du gene de I'ECA, et du gene de la 
r6nine, et/ou du gene de la kallikreine, et/ou du gene 
de I'ANF, 



20 



25 



30 



35 



32 



Panni les polymorph ismes sus-inentionn6s des genes 
codant pour la r^nine, la kallikreine, et I'ANF, on 
citera notainment ceux qui ont 6t6 plus particulierement 
decrits dans la demande de brevet PCT publiee sous le 
numero WO87/02709 depos6e le 23 octobre 1987. 

A l«aide de sondes appropri6es, les auteurs de 
cette demande PCT ont d6couvert les fragments de 
restriction suivants : 

- 5 kb et 9 kb correspondant au polymorphisme Bgll du 
gene de la renine, 

- 0,9 kb correspondant au polymorphisme Bglll du gene 
de la renine, 

-20kbet24kb correspondant au polymorphisme Rsal du 
gene de la renine, 

- 6,2 kb et 9 kb correspondant au polymorphisme Hindlll 
du gene de la renine, 

- 9,8 kb et 11 kb correspondant au polymorphisme TaqI 
du gene de la renine, 

- 3,9 kb correspondant au polymorphisme EcoRI du gene 
de la renine, 

•l,4kbetl,8kb correspondant au polymorphisme Banll 
du gene ANF, 

- 4^1 et 6,2 kb correspondant au polymorphisme Bgll du 
gene ANF, 

-9,lkbet6,5kb correspondant au polymorphisme Bglll 
du gene ANF, 

- 5,2 kb et 11,8 kb correspondant au polymorphisme 
EcoRI du gene ANF, 

- 15 kb correspondant au polymorphisme EcoRI du gene de 
la kallikrdine, 

- 3 , 1 kb correspondant au polymorphisme PstI du gene de 
la kallikrdine, 



- 4,5 kb correspondant au polymorphisme StuI du gene de 
la kallikr^ine. 

L' invention a egalement pour objet des kits pour 
la mise en oeuvre de la mdthode de diagnostic in vitro 
d^finie ci-dessus. 

A titre d'exemple, de tels kits de diagnostic 

comprennent : 

- une quantite d6termin6e d'une ou de plusieurs 

enzymes de restriction, 

une quantite determinee d'une sonde 
nucl6otidique susceptible de reconnaitre les fragments 
de restriction issus du clivage du gene codant pour 
I'ECA par l'(ou les ) enzyme (s) sus-mentionn6(s) , 

- eventuellement une quantity determinee d'une 
sonde susceptible de reconnaitre les fragments de 
restriction issus du clivage du gene codant pour la 
renine par l'(ou les) enzyme(s) sus-mentionnes(s) , 

et/ou une quantite determinee d'une sonde 
susceptible de reconnaitre les fragments issus du 
clivage du gene codant pour la kallikreine par l'(ou 
les) enzyme(s) sus-mentionn6(s) , 

et/ou une quantite determinee d'une sonde 
susceptible de reconnaitre les fragments de restriction 
issus du clivage du gene codant pour I'ANF par l'(ou 
les) enzyme(s) sus-mentionne(s) . 

Les techniques classiques d' amplification genique, 
notamment celle decrite dans le brevet US n*4,683,202 
depose le 25/10/1985, sont utilisables pour detecter le 
polymorphisme du gene codant pour I'ECA en utilisant 
des amorces s'hybridant avec ce gene de part et d' autre 
de 1' insertion d' environ 400 paires de base sus- 
mentionnee. Les fragments d'ADN ainsi amplifies ont une 
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taille differente selon que le fragment d*ADN genomique 
contient ou ne contient pas ladite insertion, 

A ce titre, 1* invention a plus particulierement 
pour objet toute sequence nucldotidique d' environ 10 a 
40 nucleotides issue de la sequence nucl^otidique de la 
figure 3, ou sa sequence compl^mentaire, ou susceptible 
de s^hybrider avec une partie de la sequence de la 
figure 3 ou avec la sequence coinpl6iiientaire de cette 
derniere, utilisable en tant qu* amorces pour 
1 'amplification du gene codant pour 1*ECA, 

Des caracteristiques supplementaires de 
1' invention apparaitront encore au cours de la 
description qui suit du clonage de I'acide nucleique 
codant pour I'ECA hiimaine, ainsi que des sondes 
utilisees pour ce clonage, etant entendu que cette 
description ne saurait etre interpretee comme tendant a 
restreindre la portee des revendications, 

I - PURIFICATION ET SEQUENCAGE DE L'ECA 

L'ECA humaine sous sa forme complete membranaire a 
ete purifiee i partir de microsomes renaux. La fraction 
microsomale a ete preparee a partir d*homogenats de 
reins de cadavres humains de la fa^on suivante : 600 g 
de cortex de rein ont et^ baches, suspendus dans un 
tampon de phosphate de potassium 20 mM, pH 8, contenant 
250 mH de saccharose et un melange d*inhibiteurs de 
protease (tetrathionate de sodium 5 mM, N-ethylma-- 
16imide 10 mM, fluorure de phenylmethanesulfonyle 2 
mM) , et homogeneises pendant 3 minutes « Les debris de 
tissu ont ete elimines par centrifugation a 5000 g 
pendant 20 minutes et la fraction particulaire a ete 
sediment^e par centrifugation a 105000 g pendant 1 
heure. Le culot a ^t^ resuspendu dans un tampon de 
phosphate de potassixam 150 mM, ; pH 8 (tampon I, 200 ml) 
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et trait6 pendant 18 heures avec le detergent CHAPS 8 
mM (Serva) . Le surnageant, aprfes centrifugation 4 
105000 g pendant 1 heure, a 6t6 dialys6 centre le 
tampon I pendant 24 heures afin d'eliainer le CHAPS. 
Puis il a 6t6 d6pos6 sur une colonne de phenyl- 
S6pharose 4B (Pharmacia) et 61u6 h un taux de 24 
ml/heure ; 60 % de 1' activity enzymatique a 6t6 retenue 
sur la colonne et 61u6e sous forme d'un pic unique 
apres avoir appliqu6 un gradient lineaire de CHAPS 
(3-(3-cholamidopropyl)diinethylammonio-l-propanesulfona- 

te) jusqu'a une concentration de 10 mM (800 ml). 
L'eluat a '6t6 enrichi avec du ZnS04 et du KCl a des 
concentrations finales de 0,1 mM et de 330 mM 
respectivement de maniere h obtenir une liaison 
optimale avec I'inhibiteur, puis la purification a ete 
compl6tee sur une colonne de lysinopril-Sepharose 4B 
comme il a ete decrit dans BULL, H.G. et al, (1985), J. 
Biol. Chem., 260, 2963-2972. 

La prot6ine ainsi isol6e (1,2 mg) a 6t6 analysee, 
aprfes reduction (2 mercapto6thanol k 5 %) et 
denaturation (Ebullition pendant 3 minutes) , par 
electrophorese sur gel de polyacrylamide dans 6 % de 
gel contenant NaDodSO^ (LAEMMLI, U.A. , (1970), Nature, 

227 , 680-685) . 

L' enzyme purifiEe hydrolyse 1 'angiotensine I, la 
bradyJcinine et plusieurs substrats synthetiques , et est 
inhib6e par le captopril et d'autres inhibiteurs de 
I'ECA . la determination de I'activite enzymatique a 
6te realisee k I'aide du siibstrat furanacryloyl-L- 
phenylalanyl-glycyl -glycine (FAPGG) dans les conditions 
decrites dans HOLMQUIST et al (1979), Anal. Biochem. , 
95, 540-548. Les paramfetres de la reaction enzymatique 
d^termin^e i pH 7,5 sont de 136 un pour K„ et 22100 
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min.'' pour kcat ; un traitem nt & I'aide de bromure de 
cyanogene a 6t6 utilise pour Oliver 1' enzyme au niveau 
des r6sidus methionine g6ndrant ainsi des fragments 
pour le s^quengage. L'ECA purifiee (0,5 mg) a et6 
dissoute dans I'acide formique 70 % (0,2 ml) et le 
bromure de cyanogene (2,0 mg) a 6t6 ajout6. Aprfes 16 
heures de reaction t temperature ambiante dans le noir, 
la solution a 6t6 diluee 20 fois avec de I'eau et 
lyophilis6e. 

Les fragments peptidiques ont ete isoles par 
HPLC en phase inverse, en utilisant un systeme de 
gradient acide trif luoroacetique (TFA) -eau-acetonitrile 
(tampon A : 0,1 M de TFA dans I'eau ; taj^on B : 0,1 % 
de TFA dans 1 • acetonitrile ; 1-100 % de B sur 32 
minutes, taux d'elution 1 ml.min.''). Les fractions 
correspondant a des pics differents ont ete separees et 
lyophilis6es, et s6quencees & I'aide d'un sequenceur 
automatigue. Les fragments peptidiques ainsi obtenus 
ont ete regroupes sur le tableau I. La sequence amino- 
terminale de la proteine a ete deterainee par la 
methode d'Edman a I'aide d'un sequenceur automatique en 
utilisant la proteine EGA entiere. 

La sequence suivante de 16 acides amines a ete 
obtenue 

NHg-Leu-Asp-Pro-Gly-Leu-Gln-Pro-Gly-Asp-Phe-Ser-Ala- 
Asp-Glu-Ala-Gly-COOH 

II - CLONAGE DE L'ADN COMPLKMENTAIRE DE L'ARH 
MESSAGER 

A) Sonde nucleotidioue 

- a partir de la s^cjuence peptidique 
Met-Trp-Ala-Met-Trp-Ala-Gln-Ser-Trp-Glu-Asn-I le (congue 
d'aprfes la sequence CN8b du tableau I), 64 sondes 
micieotidiques denommees HACE6 ont ete synthetisees i 
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I'aide d'un synthetiseur d'ADN automatique en utilisant 
la m6thode au phosphoramidite. 

Met-Trp-Ala-Lys-Ser-Trp-Glu-Asp-Ile- 3 • 
^ TAC-ACC-CGA-TTT-ACG-ACC-CTT-TTG-TA 5 ' 

G G TG C A 

- Marquage radio-actif : la sonde HACE6 a 6t6 
marquee au [y^^] ATP (activity specifique : 5000 
curies/mmole) a son extr6init6 5' par la T4 
polynucleotide kinase. L'activite specifique de la 
sonde est de 5 x 10*. cpm/pmole. 

B) Criblaqe d'une banque d'ADN complem entaires 
construite h partie d'ARN de ce llules endotheliales 

Une banque d'ADNc de cellules endotheliales de 
veine ombilicale humaine amorcee avec de l'oligo(dT), 
construite dans le phage xgtll (Clontech Laboratories 
Inc.), et constituee de 1,5 x 10* recombinants 
ind6pendants, a 6t6 cribl6e en utilisant la sonde HACE6 
marque au p'^. L'ADN des phages a ete trans fere sur 
filtre de nitrocellulose selon la methode de Benton et 
Davis (ref. BENTOn/w.D., et DAVIS R.W. (1977), Science 
(Wash), 196, 180-182). Les hybridations avec HACE6 ont 
ete r6alis6es dans : 6 x SSC, 0, 1 % de NaDodSO«, 
tampon NaP04 5 0 mM a pH 6,8, 5 x Denhardt, 0,1 mg/ml 
d'ADN denature de sperme de saumon ^ 50 'C. Le lavage 
final des f iltres a 6te ef fectu6 deux fois dans 2 x 
SSC, 0,1 % SDS, 4 55'C pendant 15 minutes. 

Dans ces conditions deux differents types de 
clones hybridant fortement avec la sonde HACE6 ont ete 
obtenus. II s'agit des clones XHEC1922 et XHEC2111. Les 
fragments d'ADN inseres dans les phages ont dte isoles 
apres coupure des phages par 1' enzyme de restriction 
EcoRI, et inseres dans les deux sens dans le plasmide 
bluescript (Stratagene) , au niveau du site EcoRI de ce 
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dernier. A partir de ces plasmides doubles-brins des 
matrices mono-brins ont 6t6 obtenues en rdinfectant des 
cultures bacteriennes portant ces plasmides a I'aide 
d'un phage helper K07. 

La determination de la sequence nucl6otidique de 
ces clones a 6t6 effectu6 par la methode de Sanger 
(SANGER, F. et al (1977), Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 
74, 5463-5467) en utilisant soit I'ADN polymerase de 
klenow, soit I'ADN polymerase de T7 modifiee 
(Sequenase, US Biochemical) . Quelques regions ont ete 
sequencees en utilisant a la place de la deoxyguanosine 
tri-phosphate (dGTP) , - le deoxyinosine tri-phosphate 
(dITP) ou le deaza-deoxyguanosine tri-phOsphate (7- 
deaza dGTP). L'electrophorfese des fragments marques par 
le [S35] dATP a 6t6 pratiquee sur gel d'uree- 
polyacrylamide. Les sequences ont 6te determinees en 
synthetisant des oligomeres de proche en proche toutes 
les 350 paires de base environ qui ont servi d' amorces 
echelonnees le long de la sequence. 

Les sequences nucleotidiques inserees dans ces 
deux phages sont chevauchantes sur une longueur de 2323 
paires de base. La sequence peptidique deduite de ces 
clones contient 1' ensemble des sequences peptidicpies 
obtenues par purification de I'ECA humaine, et qui sont 
representees sur le tableau I, a 1' exception de la 
region cunino-terminale. 

De maniere h obtenir I'ADN compiementaire 
correspondent k 1' extremity 5' de I'ARN messager codant 
pour I'ECA, une autre banque d'ADNc a ete construite en 
utilisant 5 iig d'ARN poly(A) isoie a partir de cellules 
endotheiiales de la veine ombilicale en culture 
tertiaire. Ces cellules ont ete obtenues par 
dissociation a I'aide de collagenase comme il est 
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d6crit dans JAFFE et al (JAFFE J.M., et al (1973), J. 
Clin. Invest., 52, 2745-2756), et ont et& cultiv6es en 
presence de 20 % de s^rum foetal de veau, 100 ng/ml 
d'heparine et de 2ng/inl de FGF (facteur de croissance 
de fibroblaste) (GOSPORADOWICZ, D. et al (1983) J. 
cell. Biol., 97, 1677-1685). L'ARN total a 6t6 extrait 
des cellules apres 3 sous-cultures par la in6thode de 
Chirgwin et al (CHIRGWIN, J.M. et al (1979) 
Biochemistry, 18, 5294-5299), et purifie sur cellulose 
oligo-d(T)7 (Pharmacia). La banque d'ADN complementaire 
a ete construite selon la methode de Gubler et Hoffman 
(Gene (1983) 25, 263-269), en utilisant comme amorce un 
melange de deux oligonucleotides. Le premier 
oligonucleotide est une amorce specif ique de I'ARNm de 
I'ECA, determine par la sequence des clones 
precedemment obtenus. II s'agit d'un oligomere de 17 
bases (CP5-21) complementaire d'une sequence localisee 
pr6s de I'extr^mite 5' de I'ADNc de I'ECA (nucleotide 
234 i 250 de la figure 3) . La seconde amorce correspond 
a l'oligo-d(T) 12-18 mers (Pharmacia). Les ADNc ont 6te 
traites et inseres dans le phage gGTlO coupe par 
1» enzyme EcoRI selon la methode de Koenig et al 
(KOENIG, M. et al (1987), Cell, 50, 509-517). 

Les phages recombinants ont 6t6 cribles a I'aide 
d'un fragment d'ADN g^nomique humain de 300 paires de 
base isoie partir d'une banque g6nomique clon6e dans 
le phage CHAR0M4A et qui s'hybride avec CP5-21, et avec 
1' oligonucleotide de 44 bases obtenu a partir de la 
sequence amino-terminale deduite de I'ECA purifiee 
selon la methode decrite ci-dessus. 

Ce fragment de restriction (SacII-SacII) de 300 
paires de base comprend la partie la plus 5 • terminale 
de I'A^tN messager de I'ECA ; il a ete marque avec une 
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haute activit6 sp^cifique en utilisant la methode de 
marquage d6crite dans FEINBERG A.P* et al (1983) Anal, 
Biochem. , 132, 6-13, et utilise pour cribler 1,5 x 10^ 
clones dans des conditions de stringence elevee. 

Pamai les clones positifs obtenus, le clone 
ACHDT32 a 6t6 select ionn6 et sequenc6 selon la meme 
m6thode decrite pour les clones precedents. II a ainsi 
et6 determine que^ ce clone contenait une insertion de 
246 paires de base et qu'il demarrait 7 nucleotides en 
amont de 1* amorce CP5-21 et qu'il s'arretait 25 
nucleotides en amont de I'ATG d' initiation de la 
traduction. 

L" insertion dans ce clone partage 60 paires de 
base avec le clone AHEC2111 et contient I'extremite 5' 
de la sequence codant pour I'ECA. 

La sequence nucleotidique de l*ADKc codant pour 
I'ECA obtenu par sequen^age des trois clones precedents 
comprend done 4024 nucleotides. L'extremite 3' de cette 
sequence ne contient pas de signal de polyadenylation. 

La phase ouverte de lecture partant du premier 
codon ATG jusqu'au codon stop TGA code pour 1306 acides 
cimines. La leucine amino-terminale determine par 
sequen^age de la proteine est localisee apres un 
peptide signal de 29 residus. 

Le clone AHEC19 22 a ete util ise cranne sonde pour 
6tudier 1» expression du gene codant pour I'ECA par la 
m6thode dite "Northem--blot" selon le precede de Thomas 
et al (THOMAS, P.S. et al (1983) Methods in Enzymology, 
N.Y. Academic Press, 100, 255-266) . Dn ARN messager 
d' environ 4,3 kb de cellules endotheliales de veine 
ombilicale en culture s'hybride avec la sonde sus- 
mentionnee. Dans le testicule, seul un ARN messager, 
plus court, de 3 kb a et6 detecte. Dans les reins, qui 
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sont une source riche en EGA, aucune hybridation n'a 
6t6 d6tect6e dans les conditions utilis6es en utilisant 
20 ng d'ARN poly(A), ce qui laisse sugg6rer que la 
synthase et les taux de turn-over de I'ECA sont faibles 

dans cet organe. 

Une analyse par "Southern blot" de I'ADN humain 
dans des conditions stringentes a et6 r6alis6e avec un 
fragment EcoRI-Bglll de 300 paires de bases localise h 
I'extremite 5' du clone AHEC2111. L'ADN humain a ete 
isole a partir de noyaux de cellules du placenta, par 
traitement avec la proteinase K suivi d' extractions par 
le melange phenol-chloroforme. L'ADN (14 ^g) a ete 
digere avec Hindlll, s6pare sur gel d« agarose a 0,7 % 
et analyst par hybridation selon la methode "Southern 
Blot" (SOUTHERN, E.M. (1975) J. Mol. Biol, 98, 
503-517) . 

Les fragments d'ADM ont 6te marqu6s selon la 
methode decrite dans FEINBERG, A. P. et al (1983) anal,. 
Biochem., 132, 6-13. Cette sonde s'hybride avec un 
fragment de restriction unique de 9,5 kb. 

Des resultats similaires ont ete obtenus en 
utilisant un fragment d'ADNc proche de I'extremite 3'. 

Ce r6sultat confirme la presence d'vm seul gene. 

La determination de I'activite enzymatique de 
I'ECA codee par le gene ainsi isole, ou de tout 
polypeptide actif selon 1' invention et issu de cette 
derniere, peut etre determinee notamment par la mdthode 
decrite par Holmquist et al (1979) precedemment cite. 

Le dosage de cette ECA humaine peut ^tre realise 
par des techniques radioimmunologiques (RIA) d6crites 
par HIVADA K. , et al (1987) Lung, 267, 27-35. 

Ill POLYMORPHISMES DU GENE DK L'ECA 
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L*ADN de plusieurs individus a et6 isoles a partir 
des cellules nucl66es par lyse des globules rouges 
suivies d'xine lyse des globules blancs, d'un traitement 
a la proteinase K et par extractions successives par le 
phdnol et le chlorofomne suivies d'une precipitation ^ 
1 * isopropanol. 

Une quantite determinee d'ADN est ensuite digeree 
par une enzyme de restriction et migree sur un gel 
d* agarose qui separe les fragments d'ADN en fonction de 
leur taille. L'ADN est ensuite denature par un 
traitement avec de la soude 0,5 N et transfere sur une 
membrane de nylon par buvardage pendant 12 heures* 
L'ADN est ensuite fix6 4 la membrane par passage au 
four pendant 2 heures a 80 'C, 

La membrane est ensuite pre-hybridee avec une 
solution 4 X SSC, 10 x Denhardt pendant au mo ins 6 
heures a 65 'C. La membrane est ensuite hybridee avec 
une solution tampon 4 x SSC, 1 x Denhardt, 25 mM NaPO^ 
pH 7, 2 mM EDTA, 0,5 % SDS, 100 fig/ml d'ADN de sperme 
de saiuaon sonique comprenant la sonde marquee 
denaturee par la chaleur a 100 •€ pendant 3 minutes. 

La sonde marquee est un melange des fragments AONc 
de I'ECA contenu dans les clones AHEC1922 et AHEC1922. 

Les fragments d'ADN purifies sont marques a haute 
activite specif ique par la technique d'amorgage 
statist ique utilisant le fragment de Klenow de la 
polymerase de £• coli et tin deoxynucl6otide marque au 
P^^ a haute activite specif ique* 

Les membranes sont hybridees en presence de la 
sonde pendant 12 heures i 65*C. 

Apres 1' hybridation, la membrane est lavee dans 
une solution 2 x SSC, 1 x Denhardt, 0,5 % SDS a 65 'C 
pendant 45 minutes a quatre reprises,, lavee ensuite 
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dans une solution 0,2 x SSC, 0,1 x SSC pendant 45 
minutes ^ 65 'C i deux reprises, puis dans une solution 
0,1 X SSC, 0,1 % SDS pendant 45 minutes A 65*C. 

Les sequences ayant hybrid^ avec la sonde sont 
ensuite visualis6es par autographic des membranes i 
-80 'C en presence d'un 6cran intensif icateur sur un 
film. 

L'analyse de I'ADN de plusieurs individus avec les 
sondes ADNc de I'ECA ou des sondes equivalentes 
c'est-a-dire raccourcies a I'une des deux extremites, 
ou allong^es vers I'extr^mite 3' ou 5' de la partie 
transcrite ou non transcrite du gene, ou des fragments 
d'ADN synthetiques qui gardent la propri^t^ de 
s'hybrider avec les fragments de restriction sus- 
mentionn^s, permet de distinguer plusieurs types de 
fragments de restriction en fonction des coupures 
enzymatiques de I'ADN. Ces fragments sont les suivants: 

- 5,8 kb ou 6 kb par digestion TaqI, 

- 8,8 kb ou 9 kb par digestion Dral, 

- 8,5 kb ou 9 kb par digestion Dglll, 

- 10,6 kb ou 11 kb par digestion Kpnl, 

- 8,4 kb ou 8,8 kb par digestion Hindlll, 

- 4,2 kb et 3,0 kb ou 4 kb et 2,7 kb par digestion 

Bgll; 

- 5,2 kb ou 5,7 kb par digestion Rsal, avec presence ou 
non d'une bande a 3,0 Jcb. 

- 3,5 kb ou 3 kb par digestion Xbal, 

- 4,3 kb ou 2,7 par digestion Taql. 

Par digestion par 1' enzyme PvuII, on obtient deux 
profils ou pattern de restriction comportant la 
presence ou non d'une bande li 4,2 kb qui est associde a 
une bande plus faible de 2,2 et de 2,5 kb. 
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REVENDICATIONS 
1. Acide nucl6ique caract6ris6 en ce qu*il 
5 comprend toute ou partie de la sequence nucl6ique de la 
figure 3, et en ce qu'il code pour xm polypeptide 
capable d'hydrolyser 1 ' angiotensine I et/ou les 
kinines, notamment la bradykinine, ou tout acide 
nucl6ique ne se distinguant du pr6c6dent au niveau de 
10 sa sequence nucl6otidique que par des sxibstitutions de 
nucleotides n*entrainant pas la modification de la 
sequence en aminoacides du susdit polypeptide dans des 
conditions propres a lui faire perdre les susdites 
proprietes . 

15 2. Acide nucl6ique selon la revendication 1, 

caracterise en ce qu'il comprend ;ine sequence d*ADN 
delimitee par les nucleotides situes aux positions 110 
et 3940 de la figure 3, codant pour I'ECA humaine 
mature. 

20 3» Acide nucleique selon la revendication 2, 

caracterise en ce que ladite sequence d'ADN codant pour 
I'ECA humaine mature est precedee par une sequence 
d'ADN delimitee par les nucleotides situes aux 
positions 23 et 109 de la figure 3, cette derniere 

25 codant pour un peptide signal de 29 acides amines. 

4. Acide* nucleique selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il comprend une sequence d'ADN 
s^6tendant entre, d'une part, le nucleotide situ6 entre 
les positions 1 a 1177 et, d' autre part, le nucleotide 

30 situe entre les positions 3070 a 3940 de la figure 3. 

5. Acide nucleique selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu*il comprend une sequence d*ADN 
s'6tendant entre, d'une part, le nucleotide situd entre 
les positions 110 h 1177 et, d" autre part, le 
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nucleotide situd entre les positions 1276 i 1966 de la 
figure 3. 

6. Acide nucl6ique selon la revendication 1, 
caractdris6 en ce qu'il comprend une sequence d'ADN 
s'6tendant entre, d'une part, le nucleotide situe entre 
les positions 1967 h 2971 et, d' autre part, le 
nucleotide situe entre les positions 3070 A 3940 de la 
figtire 3. 

7. Acide nucleique , caracterise en ce qu'il 
comprend une sequence nucleotidique selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 6 associee avec un 
promoteur sous le controle duquel la transcription de 
la ladite sequence est susceptible d'etre d'effectuee 
et, le cas echeant, une sequence d'ADN codant pour des 
signa signaux de terminaison de la transcription. 

8. Vecteur recombinant, notamment plasmide 
recombinant, ou virus recombinant, capable de 
transformer, ou d'infecter, une cellule hote 
appropriee, notamment une cellule eucaryote, ledit 
vecteur contenant un fragment d'ADN selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 7 sous le controle 
d' elements de regulations permettant 1* expression de ce 
fragment d'ADN dans la cellule hote, notamment d'un 
promoteur reconnu par les polymerases de ladite cellule 
hote. 

9. Precede de production de I'ECA humaine, mature 
ou non, ou d'un polypeptide issu de I'ECA humaine et 
capable d'hydrolyser 1 'angiotensine I et/ou les 
kinines, notananent la bradykinine, ce precede 
comprenant la transformation de cellules hotes au moyen 
du vecteur selon la revendication 8, la mise en culture 
des cellules botes transformees dans un milieu de 
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culture appropri6 et la recuperation de 1' enzyme i 
partir de ces cellules ou du milieu de culture. 

10. Polypeptide code par I'acide nucleique selon 
la revendication 1, caract6rise en ce qu'il comprend 
toute ou partie de la sequence peptidique delimit ee par 
les acides amines situ6s aux positions -29 a 1277 de la 
figure 3, et en ce qu'il est capable d'hydrolyser 
1 ' angiotensine I et/ou les kinines, notamnent la 
bradykinine. 

11. Polypeptide selon la revendication 10, 
caracterisd par la sequence peptidique d61imitee par 
les acides amines situes aux positions 1 et 619 de la 
figure 3. 

12. Polypeptide selon la revendication 10, 
caracteris6 par la sequence peptidique delimitee par 
les acides amines situ6s aux positions 620 et 1229 de 
la figure 3. 

13. Polypeptide selon la revendication 10, 
*caracteris6 par la sequence peptidique delimit6e par 
les acides amines situ6s aux positions 350 et 395 de la 
figure 3. 

14. Polypeptide selon la revendication 10, 
caracteris6 par la sequence peptidique delimitee par 
les acides amines situes axxx positions 948 et 993 de la 
figure 3. 

15. Anticorps notamment monoclonal, caracterise en 
ce qu*il est dirige centre un polypeptide selon I'une 
quelconque des revendications 10 a 14. 

16. Sonde nucleotidique caracterisee en ce qu'elle 
est constituee par une sequence nucleotidique 
compl6mentaire de toute ou partie de I'acide nucleique 
de la revendication 1, ou toute sonde nucleotidique ne 
se distinguant de la precedente au niveau de sequence 
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nucl6otidique que par des substitutions de nucleotides 
n'entrainant pas la modification des proprietes 
d ' hybridation de ladite sonde avec I'acide nucl6ique de 
la revendication 1. 

17. Proc^dd d' hybridation d'une sonde 
nucl6otidigue selon la revendication 16 avec un acide 
nucleique selon I'une quelconque des revendications 1 a 
6, caract6rise en ce qu'il comprend, dans les 
conditions d' hybridation stringentes, les etapes 
suivantes : 

- traitement de prehybridation du support (filtre 
de nitrocellulose ou membrane de nylon) , sur lequel est 
fixe I'acide nucl6ique selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 6, h 65' C pendant 6 heures avec une 
solution ayant la composition suivante : 4 x SSC, 10 x 
Denhardt ; 

- remplacement de la solution de pr6-hybridation 
au contact du support par une solution tampon ayant la 
composition suivante : 4 x SSC, 1 x Denhardt, 25 mM 
NaP04 pH 7, 2 mM EDTA, 0,5 % SDS, 100 ng/nl de sperme 
de saumon sonique, comprenant la sonde nucleotidique, 
marquee notamment de maniere radioactive, et 
pr6alablement denaturee par im traitement a 100 'C 
pendant 3 minutes ; 

- incubation pendant 12 heures a 65 'C ; 

- lavages successifs avec les solutions suivantes 

. 2 x SSC, 1 X Denhardt, 0,5 % de SDS pendant 45 
minutes a 65 'C It quatre reprises, 

. 0,2 X SSC, 0,1 X SSC pendant 45 minutes ^ 65 'C 
a deux reprises, 

. 0,1 X SSC, 0,1 % SDS pendant 45 minutes h. 65*C. 
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18, Proc6d6 d' hybridation d'une sonde 
nucl6otidique selon la revendication 16 avec ion acide 
nucl6ique selon I'une quelconque des revendications 1 a 
6, caract6ris6 en ce qu'il comprend , dans les 
conditions d* hybridation non stringentes, les 6tapes 
suivantes : 

^ traitement de pr6hybridation du support (filtre 
de nitrocellulose ou membrane de nylon) , sur lequel est 
fixe 1* acide nucleique, selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 6, a 40 •€ pendant 6 heures avec une 
solution ayant la composition suivante : 4 x SSC, 10 x 
Denhardt ; 

- remplacement de la solution de pre-hybridation 
au contact du support par une solution tampon ayant la 
composition suivante : 4 x SSC, 1 x Denhardt, 25 mM 
NaP04 pH 7, 2 mM EDTA, 0,5 % SDS, 100 tig/ml de sperme 
de saiimon sonique, comprenant la sonde nucleotidique 
marqu6e notamment de maniere radioactive, et 
prealablement denaturee par un traitement k 100 •€ 
pendant 3 minutes ; 

- incubation pendant 12 heures a 40 'C, 

- lavages successifs avec 2 x SSC a 45 'C pendant 
15 minutes h deux reprises. 

19. Methode de depistage, ou de dosage, in vitro 
d'une ECA ou produit ayant in vivo les propri6tes de 
I'ECA, dans un pr61evement biologique susceptible de le 
contenir, caractirisee en ce qu'elle comprend : 

^ la mise en contact d'un anticorps selon la 
revendication 15, avec le susdit prelevement biologique 
dans des conditions permettant la production eventuelle 
d'un complexe immunologique forme entre I'ECA ou 
produit qui en est derive et 1« anticorps sus-mention- 
n6 ; 
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- la detection du susdit complexe immune logi que 

20. M6thode de d6pistage, ou de dosage, in vitro 
d'un acide nucl6ique selon I'une quelconque des 
revendications 1 i 6, dans un prelevement biologique 
susceptible de le contenir, caracterisee en ce qu*elle 
comprend : 

- la mise en contact d*une sonde nucl6otidique 
selon la revendication 16, avec le susdit prelevement 
biologique dans des conditions permettant la production 
eventuelle d'un complexe d' hybridation forme entre la 
sonde et 1' acide nucleique sus-mentionnes ; 

- la detection du susdit complexe d' hybridation. 

21. M6thode de depistage in vitro selon 
revendication 19 ou 20, appliquee au diagnostic in 
vitro de pathologies telles que 1 'hypertension, de la 
sarcoidose et autres maladies granulomateuses, les 
dysfonctionnements thyroidiens. 

22. Necessaire ou kit pour la mise en oeuvre d.*une 
methode de depistage in vitro selon les revendications 
19 et 21 comprenant : 

- une quantite determinee d'un anticorps selon la 
revendication 15 susceptible de donner lieu a une 
reaction immunologique avec un polypeptide a detecter 
selon I'une quelconque des revendications 10 a 14 ; 

avantageusement, un milieu approprie a la 
formation d'une reactioh immunologique entre le po- 
lypeptide et 1' anticorps sus-mentionnes ; 

- avantageusement, des reactifs permettant la 
detection des complexes immunologiques formes entre le 
polypeptide et 1' anticorps lors de la susdite reaction 
immunologique. 
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23, N^cessair ou kit pour la mise en oeuvre d'une 
methode de d^pistage in vitro selon la revendication 
20 et 21 comprenant : 

- une quantity ddterminee d'line sonde nucl6otidique 
selon la revendication 16, susceptible de donner lieu a 
une reaction d' hybridation avec un acide nucl6ique 
selon l*une quelconque des revendications 1 i 6 ; 

- avantageusement , un milieu approprid a la 
formation d'une reaction d' hybridation entre 1' acide 
nucleique et la sonde sus-mentionnee ; 

avantageusement, des reactifs permettant la 
detection des complexes d* hybridation formes entre 
1' acide nucleique et la sonde lors de la susdite 
reaction d ' hybridation • 

24* M6thode de detection ou de dosage, d'un 
inhibiteur de I'ECA, ou de quantification de son 
pouvoir inhibiteur, qui comprend la mise en contact 
d'un polypeptide selon I'une quelconque des 
revendications 10 a 14 avec ledit inhibiteur, et la 
determination du coefficient d» inhibition de 1' enzyme 
par 1» inhibiteur, notamment par mesure de I'eventuelle 
activity enzymatique residuelle sur un substrat 
approprie de I'ECA. 

25. Compositions pour le traitement de maladies 
inflammatoires ou infectieuses, notamment de la 
pancr^atite aigue, et des maladies ou les kinines 
jouent une role pathogene, caract^ris^es par 
1 ' association d'un polypeptide selon I'une quelconque 
des revendications 10 h 14 , avec un v^hicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

26. * Methode de depistage in vitro des 
polymorphismes du g*ne codant pour I'ECA au sein d*une 
population donnee d*individus, realise a partir un 
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6chantillon biologique tel que le sang preleve dans 
ladite population caract6ris6 en ce qu'il comprend : 

5 - le traitement de I'acide nucleique issu de 

1 'echantillon biologique sus-mentionn^ realise a I'aide 
d'une enzyme de restriction dans des conditions permet- 
tant I'obtention de fragments de restriction issu du 
clivage dudit acide nucleique au niveau de ces sites de 

10 restrictions reconnus par ladite enzyme, 

- la mise en contact d'une sonde nucleotidique 
selon la revendication' 16, susceptible de s'hybrider 
avec les fragments sus-mentionnes dans des conditions 
permettant la production 6ventuelle de complexes 

15 d* hybridation entre ladite sonde et les fragments de 
restriction sus-mentionnes, 

- la detection des susdits complexes 
d ' hybridation , 

- la mesure de taille des eventuels fragments de 

2 0 restriction polymorphes engages dans les complexes 
d' hybridation sus-mentionnes. 
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